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Xiii.

RESUMO

Este trabalho objetivou o estudo cinético da producdo de
exopolissacarideo por Zoogloea sp. em melaco de cana-de-acgucar.
Inicialmente foram realizados ensaios em frascos, obedecendo a um
planejamento fatorial 23, tendo como variaveis independentes e 0s seus
respectivos niveis, os seguintes valores: temperatura (30 e 35°C); pH

inicial (4,5 e 6,0) e concentracéo inicial de substrato (10 e 15° Brix).

A condicdo operacional na qual se obteve a maior producédo do
biopolimero (6,51 g) foi aguela em que se empregou: °Brix = 10; pH =
4,5 e T = 30°C. Nesta condicdo otimizada foram realizados experimentos
em frascos, visando determinar os parametros cinéticos. Apés 18 dias
de processo obteve-se uma conversdo de substrato em biopolimero de
76,8% e de substrato em biomassa de 2,4%. Os parametros cinéticos
determinados para os modelos de Monod e Tessier, respectivamente,
foram: taxa de crescimento maximo - m (dial) (4,249 e 4,187);
constante de Monod - Km (9/7L) (2,947 e 10,000); coeficiente de
desaparecimento total de células - Kge (dia1) (3,961 e 4,089); coeficiente
de consumo de substrato pela biomassa - K1 (0,001 e 0,395); coeficiente
de manutencao de biomassa - Kz (dial) (1,630 e 0,001); coeficiente de

producédo de exopolissacarideo - Kz (0,264 e 0,263).
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As curvas obtidas, segundo os modelos de Monod e Tessier, para
0S parametros de biomassa, substrato e produto, ndo apresentaram

uma boa aproximacgéo dos resultados experimentais.

O biopolimero produzido apresentou solubilidade em agua
(17,9%), em acido trifluoroacético (72,2%) e a fracdo soluvel é
constituida dos seguintes monossacarideos: glicose (87,6%); Xxilose
(8,6%); manose (0,8%); ribose (1,7%); galactose (0,1%); arabinose (0,4%)

e acido glucurbnico (0,8%).

O exopolissacarideo produzido exibiu didmetro de poro em torno
de 0,07 nm, temperatura de fusdo de 118°C e, quando submetido aos
testes de tracdo mecanica, apresentou o0s seguintes resultados:
espessura (0,08 mm), carga na ruptura (0,01 kN), tensdo de ruptura

(30,9 MPa), alongamento na ruptura (236%).

Palavras chave: melago, cana-de-acucar, exopolissacarideo, cinética

microbiana, Monod e Tessier, Zoogloea sp.
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ABSTRACT

The object of this cynetic study of the production of the
exopolisaccharides by Zoogloea sp. in sugarcane molasses initially,
experiments were realized em flasks, following a factorial planning 23,
having as independent variables and their respective levels, the
following values: temperature (30 and 35°C), initial pH (4,5 and 6,0) and

initial substract concentration (10 and 15 °Brix).

In the operational condition that was obtained, the most
biopolimer production (6,51 g) was that which was used: Brix = 10, pH
= 4,5 and T = 30°C. In this optimized condition there were realized
experiments in flasks, with the object of determining the cynetic
parameters. After 18 days of processing, there was obtained a substract
conversion in biopolimer of 76,8% and biomass substract of 2,4%. The
cynetic parameters determined for the Monod and Tessier models,
respectively, were: maximum growth rate - m (dia-1) (4,249 and 4,187);
constant of Monod - Km (g/L) (2,947 and 10,000); coeficient of total
abscence of cells - Kge (dia'l) (3,961 and 4,089); consumption coefficient
of substract by the biomass - Ki (0,001 and 0,395); coefficient of
biomass maintenance - K> (dial) (1,630 and 0,001); coefficient of

exopolisaccharid production - Kz (0,264 and 0,263).
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The obtained curves, by the Monod and Tessier models, for the
biomass parameters, substract and product, did not present a good

aproximity of the experimental results.

The biopolimer produced presented solubility in water (17,9%), in
trifluoroacetic acid (72,2%) and the soluble fraction is constituted of the
following monossacharids: glicosed (87,6%), xilose (8,6%), manose
(0,8%), ribose (1,7%), galactose (0,1%), arabinose (0,4%) and glucuronic

acid (0,8%).

The exopolissacharid produced exhibited a poro diameter of about
0,07% mm, fusion temperature of 118°C, and when submitted to the
mechanical traction test, it presented the following results: with (0,08%
mm), rupture charge (0,01 kN), rupture tention (30,9 MPa), rupture

prolonging (236%).

Keywords: molasses, sugar cane, exopolysaccharides, microbian

cynetic, Monod and Tessier, Zoogloea sp.
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1. INTRODUCAO

PDF created with FinePrint pdfFactory Pro trial version http://www.fineprint.com



http://www.fineprint.com

1. INTRODUCAO

Os polissacarideos microbianos despertam grande interesse
comercial a nivel mundial em fungcédo de suas propriedades reoldgicas e
atividades bioldgicas, além de apresentarem alto grau de regularidade,
uma vez que estdo isentos de variagfes de ordem climética ou sazonal

(SUTHERLAND, 1990, 1998).

Como exemplo de aplicagdo de polissacarideo microbiano, a
celulose bacteriana, cujas propriedades sao diferentes da celulose de
madeira, € usada em paises asiaticos na alimentacdo e abrem novas
perspectivas de aplicagbes potenciais industriais que incluem, entre
outros: o diafragma acustico, pele artificial, membranas de filtros,
elemento aditivo para papel e fibra dietética (OKIYAMA et al., 1992;

TAKAI, 1994).

Os exopolissacarideos microbianos sao mais facilmente

recuperados em relacdo aos intracelulares (GALINDO, 1995).

Outra importante caracteristica dos polissacarideos diz respeito
as suas propriedades idnicas, classificadas como aniénicos, neutros ou
catidbnicos, que decorrem dos grupamentos como carboxila, fosfato,

sulfeto ou amino (MARGARITIS & PACE, 1985).
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Alguns polissacarideos apresentam alta afinidade por ions
metalicos e, desta forma, abrem perspectivas para utilizacdo em sistema
de tratamento d’agua (SUTHERLAND, 1990; GEDDIE & SUTHERLAND,

1993).

Este trabalho tem como objetivo o estudo da cinética do processo
de producao de polissacarideos extracelulares a partir do melago de
cana-de-acgucar, fonte de carboidratos abundante na regidao Nordeste do
Brasil, em presenca da bactéria Zoogloea sp., com a finalidade de se
obter parametros do processo otimizado que representem as maiores
taxas de conversdo do substrato em exopolissacarideo. Foram
investigadas as seguintes variaveis: a temperatura do meio reacional, o
pH inicial e a concentracdo do substrato. A técnica do planejamento
fatorial a dois niveis (23) foi empregada com vistas a permitir a avaliacdo
de diferentes variaveis ao mesmo tempo, assim como, os efeitos
principais e de interagcbfes de todas essas variaveis envolvidas,
definindo-se o sistema reacional de maxima conversao do melaco de
cana-de-agucar em exopolissacarideos. Foram também determinadas

algumas caracteristicas fisico-quimicas do biofilme sintetizado.

Procurou-se elaborar um modelo cinético para representar
satisfatoriamente o0s resultados experimentais obtidos com a
guantificacdo dos parametros cinéticos do sistema bio-reacional nas

condicdes operacionais otimizadas.
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2. REVISAO DA LITERATURA
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. POLIMEROS

Pode-se definir polimeros como substancias macromoleculares
sintéticas ou naturais oriundas da unidao de monémeros, as quais
apresentam caracteristicas fisico-quimicas adequadas para uso na
fabricagdo de produtos, podendo alcangar alto peso molecular (ODIAN,
1991). O polimero pode ser classificado como homopolimero quando as
unidades sao idénticas, ou heteropolimero, quando séo constituidas por
duas ou mais espécies de monémeros (WALTON & BACKWELL, 1973;

TAGER, 1978; MANO, 1985).

Biopolimeros sdo macromoléculas de alto peso molecular,
formados pela repeticdo de unidades fundamentais unidos numa
seqUéncia e produzidos por véarias espécies de sistemas biol6gicos. Os
diferentes grupos funcionais dos biopolimeros podem se envolver em
uma grande variedade de reacdes quimicas (KHACHATOORIAN et al.,

2003).

Como exemplo de espécies macromoleculares sintéticas organicas
destacam-se poliestireno, nailon, teflon, entre outros, e como
macromoléculas sintéticas inorgdnicas podem ser citados os acidos

polifosféricos. Os polissacarideos, os acidos nucléicos e as proteinas se
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enguadram como macromoléculas organicas naturais e como exemplo
de macromoléculas naturais inorganicas, podemos destacar o diamante,

o grafite e a silica (MANO, 1985).

Polimeros sintéticos ou naturais podem ser obtidos com uma
extensa variacdo de propriedades como rigidez, resisténcia mecanica,
densidade e resisténcia térmica. A ciéncia dos polimeros e suas
aplicagcbes levam em consideragdo, como ponto de partida, a
compreensdo de como estes materiais sdo sintetizados. A sintese de
polimeros revela um complexo procedimento que é determinante para a
sua estrutura. De acordo com 0o mecanismo da reagdo, 0S mondmeros
podem sofrer o processo de polimerizagdo em cadeia ou por etapas.
Polimerizacdo em cadeia descreve o0 método em que 0os monémeros sao
adicionados um a um na posicéao “ativa” da cadeia em desenvolvimento;
a polimerizacdo em etapas, por sua vez, € multireacional e quaisquer
das espécies reativas podem reagir entre si. O tipo mais comum de
polimerizacdo em cadeia é a polimerizagcdo via radical livre que
representa simplesmente uma molécula com um elétron
desemparelhado. Este excesso de carga torna a molécula muito reativa,
de forma que ela ira, facilmente, unir-se a outro radical livre (ODIAN,

1991).
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A producéao de biopolimeros com as propriedades da borracha séo
excepcionalmente raros em microorganismos procarioticos

(STEINBUCHEL, 2003).

2.2. POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos sdo macromoléculas formadas pela unido de
varias unidades monossacaridicas ou de seus derivados, como 0s
aclcares aminados, acidos urdnicos e outros, através de ligacdes
glicosidicas. Diferem dos oligossacarideos ndo apenas pelo tamanho da
molécula e pelas propriedades fisicas que Ihes conferem caracteristicas
de polimeros, mas também pela maior facilidade de combinacdes
possiveis durante a biossintese, permitindo a formacdo de ramificacfes
em diferentes espécies de monossacarideos com diferentes
configuragbes (BOBBIO & BOBBIO, 1989; BROCK & MADIGAN, 1991;

GLAZER & NIKAIDO, 1995).

Os polissacarideos sdo moléculas que possuem mais de dez
unidades monossacaridicas; para valores inferiores, a molécula é
considerada como oligossacarideo. De uma maneira geral, os
polissacarideos naturais contém entre 80 a 1000 unidades
monossacaridicas, podendo exceder a 3000 unidades monossacaridicas
por cadeia polimérica. Por hidrélise acida ou enzimas especificas, esses

polissacarideos produzem monossacarideos e/ou derivados
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monossacarideos. Comportamento similar como 0os monossacarideos,
estas moléculas apresentam grande afinidade pela agua (BOBBIO &
BOBBIO, 1989; BROCK & MADIGAN, 1991; GLAZER & NIKAIDO,

1995).

Muitas bactérias produzem polimeros extracelulares
independentemente de elas se propagarem em culturas de suspenséo
ou biofilmes. No dultimo caso, os polimeros apresentam-se como
capsulares altamente hidratados, anexados as células. Os polimeros
bacterianos, quase exclusivamente polissacarideos, tém sido estudados
em virtude de sua aplicacdo industrial como gomas microbianas

(SANFORD & BAIRD, 1983).

Polimeros  extracelulares  microbianos sdo importantes,
principalmente, por duas razdoes fundamentais (CHARRACKLIS &

MARSHALL, 1990):

a) A interacao entre a célula bacteriana e o substrato, conduzindo

para uma adesao irreversivel, que é determinada pelas propriedades

fisicas das macromoléculas na superficie da célula;

b) Os polimeros extracelulares séo frequentemente observados por

microscopia eletrbnica como matriz extracelular, responsavel pela
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integridade do biofilme. Em tais casos, os polimeros aparecem como

fibras condensadas se estendendo da célula.

A natureza polimérica destas moléculas, no que diz respeito as
propriedades fisicas dos exopolissacarideos, tem sido estudada com
sucesso por microscopia eletrénica (LAMBLIM et al., 1979; MIKKELSEN

et al., 1985).

A composicdo quimica de polissacarideos extracelulares se
modifica durante o ciclo de crescimento bacteriano. UHLINGER e
WHITE (1983) observaram uma quantidade maior de galactose na
fracdo do exopolimero produzido em reator de batelada pela bactéria
Pseudomonas atlantica em relacdo a outros monossacarideos. O alto
indice de reacdo da galactose foi observado de uma forma geral

unicamente no inicio do ciclo com relagdo aos outros acgucares.

A producéo de exopolissacarideos através da sintese bioldgica “in
vivo” envolve macromoléculas como proteinas, &cidos nucléicos e

polissacarideos (WALTON & BLACKWELL, 1973).

A dissolucdo dos polissacarideos ocorre por hidratagcdo, com
substituicdo das ligacdes polimero-polimero, por ligacdes polimero-
solvente. As interagles, nestes casos, sao relativamente fracas, do tipo

pontes de hidrogénio (LOPES, 1996). De uma forma geral, a facilidade
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com que um polissacarideo se dissolve, depende ndo somente de sua
estrutura primaria (composi¢do quimica), mas também da conformacéo
da cadeia polimérica no solvente considerado (LOPES, 1996). A unidade
predominante na maioria dos polissacarideos é a D-glicose. Também
sdo encontrados polissacarideos de D-manose, D-frutose, D e L-
galactose, D-xilose e L-arabinose. Outros agucares, como L-ramnose e
L-fucose podem também estar presentes (ROLLER & DEA, 1992;

GARRET & GRISHAM, 1995).

No que diz respeito a sua estrutura, os polissacarideos podem ser
lineares ou ramificados. O polimero pode conter uma ou Varias
ramificagbes de tamanhos diferentes. Se a ramificacdo é composta por
uma uUnica unidade do mesmo monossacarideo ao longo de toda a
cadeia polimérica, a macromolécula é denominada de polissacarideo
linear substituido. Normalmente, em um homopolissacarideo, a ligacéo
glicosidica entre a cadeia principal e a ramificacdo é idéntica a que une
0s monossacarideos no esqueleto polimérico. Nos heteropolissacarideos,
todas as unidades do mesmo acgucar nas ramificagfes estardo ligadas a
cadeia principal pelo mesmo tipo de ponte glicosidica. Uma
caracteristica importante dos polissacarideos é a sua carga idnica.
Conforme a natureza da carga, sao classificados como anidnicos,
neutros ou catibnicos. Exemplos de polissacarideos microbianos
anionicos incluem xantana, fosfomanana e alginato, enquanto levana,

pululana e dextrana sdo caracterizados como polissacarideos neutros.
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Estas propriedades, segundo MARGARITIS & PACE (1985), decorrem da
presenga de grupamentos como carboxila, fosfato, sulfeto ou amino.
GLAZER & NIKAIDO (1995) relatam que os polissacarideos
desempenham papéis especificos nas células, seja pela sobrevivéncia
em condi¢gbes adversas ou apenas como material de reserva no

citoplasma.

Na natureza, os polissacarideos apresentam distintas funcgdes
celulares que podem ser resumidas da seguinte forma: constituintes
estruturais das paredes celulares de plantas superiores ou algas
marinhas (celulose, hemicelulose e pectina); constituintes estruturais
das paredes celulares de animais (quitina e mucopolissacarideo);
reserva metabdlica das plantas (amido, dextrana, frutanas); reserva
metabdlica de animais (glicogénio) e protecdo das plantas (retencdo de

agua) (IMRIE & TILBURY, 1972; BROCK & MADIGAN, 1991).

Os polissacarideos extraidos industrialmente de plantas e algas
marinhas sédo obtidos com variagfes das caracteristicas reoldgicas, visto

gue estao sujeitos as variagdes ambientais (SUTHERLAND, 1996).

Diversos polissacarideos microbianos sao produzidos
comercialmente, dentre eles destacam-se, em escala industrial, a
xantana (SUTHERLAND, 1998), e os derivados da dextrana, sephadex,

utilizado na técnica cromatografica e as dextranas sulfatadas, que
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apresentam propriedades terapéuticas no tratamento de ulceras, além

de possuirem atividade anticoagulante (KENNEDY & WHITE, 1993).

O recente interesse pela utilizacdo de biopolimeros esta
relacionado ao grande numero de possibilidades de aplicagfes, entre as
guais podem ser citadas aquelas inerentes a agricultura, higiene e
protecéo de roupas, filtragdo de materiais diversos, entre outros (VELDE

& KIEKENS, 2002.

A levana, polissacarideo produzido por plantas ou
microorganismos, apresenta um extenso potencial de aplicagbes, entre
as quais destacam-se as atividades antineoplasica, imunoestimuladora
e imunomoduladora (LEIBOVICI et al., 1980; HAN, 1990; CALAZANS et

al., 1997).

Alguns biopolimeros apresentam importantes aplicacdes na area
biomédica, basicamente representados por dois grupos de poliésteres
que tém importancia significativa neste campo. Estes grupos sao
degradados via hidrélise e suas taxas de degradacdo dependem das
propriedades do meio, tais como pH, temperatura, a presenca de

solvente e biocatalizadores (HASIRCE et al., 2001).
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2.3. EXOPOLISSACARIDEOS

Muitos microorganismos tém a habilidade de sintetizar
polissacarideos extracelulares como polimeros sollveis ou insolGveis em
agua (SUTHERLAND, 1990). A quantidade de estruturas estudadas é
relativamente pequena a nivel mundial, apesar do crescente interesse
pelo isolamento e identificacdo de polissacarideos microbianos e suas

aplicagbes, observado nos ultimos anos.

Os exopolissacarideos sdo produzidos largamente por bactérias e
microalgas e, menos frequentemente, por leveduras e fungos
filamentosos (ROLLER & DEA, 1992). Os polimeros de origem
bacteriana apresentam maior viabilidade industrial e comercial.
Entretanto, apenas uma pequena fragéo tem sido comercializada apesar
da potencialidade para substituir as gomas obtidas a partir de plantas e
algas marinhas (ROSEIRO et al., 1992; ROLLER & DEA, 1992; LOPES

& ANDRADE, 1995).

Os polissacarideos microbianos extracelulares podem ser
encontrados sob duas formas diferentes: ligados a parede celular,
denominado de capsulares, ou como mucos solUveis, aumentando
substancialmente a viscosidade do caldo em fermentacédo. Estes ultimos

sao os mais produzidos industrialmente (FENTANES, 1985).
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Segundo SUTHERLAND (1990), os polimeros microbianos
apresentam alto grau de regularidade, uma vez que estédo isentos de
flutuacdes de ordem climéticas ou sazonais, fato raro de ocorrer nos

polissacarideos obtidos a partir de outras fontes.

Os polissacarideos microbianos apresentam grande interesse
comercial como membro da classe dos exopolissacarideos ou gomas
industriais que sao amplamente usados como espessantes,
estabilizantes, gelificantes, emulsificantes, agentes de suspenséo e de
floculagdo ou coldides de protecdo nas indudstrias alimenticia,
petrolifera, farmacéutica, cosmética, de tinta, téxtil e de produtos
agricolas (MULCHANDANI et al., 1988; ASHTAPUTRE & SHAH, 1995).
KAY et al. (1993) enfatizam que estes exopolissacarideos sdo, na sua
maioria, compostos atoxicos, biodegradaveis, produzidos
extracelularmente por microorganismos ndo patogénicos a partir de
fermentagbes em batelada com eficiéncia proxima a 50% na converséo

do substrato.

O conhecimento de técnicas avancadas do controle genético e das
rotas biossintéticas efetuadas pelos microorganismos pode levar ao
desenvolvimento de novos materiais poliméricos, implementando assim

a industria dos biopolimeros (LOPES & ANDRADE, 1995).
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Recentes pesquisas na area médica apontam para a aplicacao de
determinados polissacarideos como agentes terapéuticos importantes:
b-D-glucanas como imunomodulador e agente antitumoral
(SUTHERLAND, 1998) e levanas na terapia do cancer (CALAZANS et al.,
1997), além da prevencdo de doencas causadas por virus (como AIDS e
influenza) e por bactérias (YALPANY & SANDFORD, 1987).
SUTHERLAND (1998) também cita o uso das celuloses bacterianas,

assim como o emprego do acido hialurénico em cosméticos.

Como relatam YALPANI & SANDFORD (1987) e GEDDIE &
SUTHERLAND (1993), polissacarideos bacterianos também sé&o
importantes na area ambiental, agindo na remocdo de metais pesados
ou radioativos de ambientes poluidos. Com a crescente preocupacao
dos pesquisadores na area, alguns trabalhos mostram a utilizagcdo da
pululana na obtenc&o de material plastico biodegradavel, ndo poluente,

comestivel, assim como outros artigos moldados (ALMEIDA et al., 2001).

Atualmente, tem-se verificado o interesse pelo uso da celulose de
origem bacteriana. Algumas bactérias gram-negativas, tal como
Acetobacter xylinum, tém a capacidade de produzir celulose (MASAOKA
et al.,, 1993). Essa producdo se da na forma de uma pelicula
extracelular que rapidamente se agrega em microfibrilas celulésicas
(SUTHERLAND, 1990; ALMEIDA et al., 2001). Diversas aplicacfes

potenciais para celulose bacteriana incluem, entre outros, o diafragma
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acustico, aplicadores topicos estéreis, pele artificial, membranas de
filtros, elemento aditivo para papel e fibra dietética (OKIYAMA et al.,

1992).

Os polissacarideos, devido a sua incompatibilidade com as
proteinas, sdo exportados na forma de células-membranas ou
exopolissacarideos sob a forma encapsulada. A simultaneidade de
protecdo e consumo de biomoléculas pelas células depende das
estruturas do polissacarideo e da propria célula (TOLSTOGUZOV,

2003).

LEE et al. (2001) relatam a producao abundante do polissacarideo
extracelular de pigmento vermelho a partir da bactéria designada como
96 Cj 10356, isolada em sedimento marinho da Ilha de Cheju,

Republica da Coréia.

Celulose bacteriana apresenta propriedades diferentes da celulose
de madeira, entre as quais podem ser destacadas: alta cristalinidade,

resisténcia a tensao e alto grau de polimerizacdo (OKIYAMA et al.,

1992).

De uma forma geral, a sintese dos exopolissacarideos microbianos

é realizada por fermentacdo aerdbica, onde os pardmetros de processo,
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como temperatura, aeracdo e agitacao, sao definidos em funcao do tipo

de material a ser produzido (HAN, 1990).

MELO et al. (1999) e COELHO et al. (2001), estudando um
exopolissacarideo produzido por via microbiolégica, através da bactéria
Zoogloea sp. em substrato de melaco, realizaram testes de cicatrizacdo
cutdnea em animais. Nos estudos realizados, 0 exopolissacarideo
determinou o controle da infeccdo pelo efeito bacteriostatico e
bactericida observados clinicamente nas avaliacbes, pela reducéo
gradual da secrecao presente nas feridas. Os resultados da colheita da
secrecao no primeiro dia de avaliagdo demonstraram que todas as
feridas estavam contaminadas com varias espécies bacterianas, dentre
elas: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus sp, Klebisiela
pneumoniae e Shigelha somei. A aplicagdo do exopolissacarideo
apresentou um comportamento estavel, com liberagdo gradual de seus
constituintes, observado no exsudado da ferida. Verificou-se o
crescimento acelerado do tecido de granulagdo na fase inicial da
reepitelizacdo, com o preenchimento de todo o espaco da ferida, em
meédia, apos o quinto dia do inicio do tratamento. Com relagédo ao tempo
cicatricial, observou-se que todas as feridas tratadas evoluiram sem
intercorréncias, com tempo cicatricial menor do que os observados na
terapéutica convencional a base de anti-sépticos e pomadas
cicatrizantes. Este exopolissacarideo poderd ser utilizado em feridas

cutéaneas, levando em conta o0s aspectos relacionados ao
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comportamento terapéutico, baixo custo econémico e simplicidade de

aplicagéo.

2.4. SUBSTRATO

O melago de cana-de-agucar, residuo de cristalizacdo do processo
de fabricacdo do acucar, tem sido utilizado historicamente como
componente na alimentacgéo de animais, para obtencéo de leveduras via
propagacdo de células e, atualmente, quase toda a sua producgédo vem

sendo destinada a producéo de alcool, principalmente etanol.
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A Tabela 1 apresenta a composi¢cdo média do melagco de cana-de-

acgucar, segundo OLBRICH (1960).

Tabela 1. Composicdo média do melaco de cana-de-acgucar.

CONSTITUINTES % (Massica)
Agua 20.0
ORGANICOS

Sacarose 32,0
Glicose 14,0
Frutose 16,0

Materiais nitrogenados, acidos livres e

Combinados e substancias gomosas 10,0
INORGANICOS

SiO2 0,5
K20 3,5
CaO 1,5
MgO 0,1
P20Os 0,2
Fe203 0,2
SOs3 1,6
Cloretos 0,4

A composicado quimica do melaco produzido é influenciada por
diversos fatores, sejam de origem agricola ou do processo industrial
(MURPHY, 1979).

Segundo o Boletim da Secretaria de Producdo e Comércio do
Departamento de Aclcar e Alcool, vinculado ao Ministério da

Agricultura do Brasil, Pecuaria e Abastecimento, de 01 de maio de
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2002, (MAPA, 2002), a producédo de acucar na safra 2001/2002 atingiu
os patamares de 19,04 e 3,27 milhdes de toneladas, considerando,
respectivamente, os niveis nacional e nordestino. Estes quantitativos de
producdo permitem avaliar a producdo de melaco de cana-de-acgucar
nesta safra, respectivamente, de 7,67 e 1,32 milhdes de toneladas do
produto, com o teor médio de AcgUcares Redutores Totais em torno de

55%.

Esta disponibilidade de carboidratos, agregada ao atraente valor
comercial, credencia o melago de cana-de-agUcar como matéria prima
competitiva para a producao de novos produtos de alto valor agregado,
entre os quais pode-se citar os exopolissacarideos, dextrana, xantana,

L. lisina, etc.

2.5. MICROORGANISMO - ZOOGLOEA

As bactérias do género Zoogloea pertencem a familia
Pseudomonadaceae, sdo Gram-negativas, apresentam células em forma
de bastonetes arredondadas, algumas vezes cOnicas, medindo, em
meédia, de 1,0 a 1,3 nm de didmetro por 2,1 a 3,6 nm de comprimento.
N&do formam esporos. As células em culturas envelhecidas s&o
encapsuladas. Em culturas novas sao moveis, apresentando um unico
flagelo polar. Em meio contendo sais organicos sao formados granulos

intracelulares de b hidroxibutirato (UNZ et al., 1984).
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As culturas iniciam a formacéo de flocos e filmes no meio liquido,
no estagio posterior & fase de crescimento exponencial. As células
formam uma massa embebida em uma matriz gelatinosa denominada
zoogléia, distinguida por uma morfologia tipica em forma de arvore e

dedos, conforme observa-se na Figura 1 (PELCZAR et al., 1996).

O crescimento celular da Zoogloea ocorre, geralmente, a 9°C néo
encontrando referéncias sobre a existéncia deste processo a

temperaturas superiores a 45°C (UNZ et al., 1984).

As bactérias com estruturas que apresentavam projecdes
semelhantes a dedos, foram chamadas Zoogloea ramigera por

ITZIGSOHN (1868).

Figura 1. Zoogleias amorfas ramificadas coletadas da superficie dos
filtros de gotejamento (PELCZAR et al., 1996).
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Bactérias diferentes, morfolégica e bioquimicamente, que
apresentavam estruturas semelhantes a dedos, foram classificadas
como Z. ramigera (BUTTERFILD, 1935; CRABTREE et al., 1965;

FRIEDMAN et al., 1968; UNZ, 1971; UNZ & DONDERO, 1967).

Um encadeamento de células do género Zoogloea é raro. Em
culturas envelhecidas, as células podem aparecer alongadas (UNZ et al.,

1984).

A preservacao da Zoogloea pode ser realizada de forma indefinida
por liofilizag&o; esta bactéria ndo sobrevive, contudo, a uma refrigeragéo

prolongada.

As coldnias jovens da bactéria em meio sélido sob atmosfera
normal de ar sdo transparentes e puntiformes, podendo medir de 1 a 2
mm de diametro e exibir centros opacos. As colbnias nao sao
pigmentadas. Sao aeroObicas, porém podem apresentar crescimento
anaerobico em presenca de nitrato, realizando o processo de
desnitrificagdo que consiste na reducgéo do nitrato a N2. A temperatura
ideal para o crescimento é de 28 - 37°C, e o pH oOtimo estd
compreendido entre 7,0 e 7,5. O teste de oxidase é positivo e o de
catalase raramente positivo. Muitas cepas sdo urease positivas, sao

guimiorganotroficas (UNZ et al., 1984).
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De uma forma geral, as bactérias sdo encontradas principalmente
em aguas organicamente poluidas e em todos os estagios do tratamento

de agua (UNZ et al., 1984).

As bactérias do género Zoogloea sédo capazes de utilizar diversas
fontes de carbono: acidos organicos (fumarico, lacto e pirarivo), alcoois,
sais de alguns acidos (benzoato e m-toluato) e aminoacidos

dicarboxilicos (asparagina, glutamato e aspartato) (UNZ et al., 1984).

Como fonte de nitrogénio organico utilizam aminoéacidos

dicarboxilados e aménia; o nitrato é inadequado (UNZ et al., 1984).

Zoogloea ramigera produz o polissacarideo Zooglan, composto por
D-glucose, D-galactose e acido pirdvico, na relacdo de
aproximadamente 11:3:1.5 (IKEDA et al., 1982). A estrutura do Zooglan

varia com as condi¢cdes de fermentacéo (LEE et al., 1997).

Métodos imunolégicos foram desenvolvidos para detectar

linhagens de Zoogloea (LU et al., 2001).
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2.6. CINETICA MICROBIANA

Os microorganismos se propagam em varias condi¢des de cultivo,
sendo o crescimento e outras atividades fisiolégicas uma resposta as

condicdes estabelecidas.

A cinética microbiana descreve o crescimento, o consumo de

substrato limitante e a formacéo de produto pelos microorganismos.

No crescimento celular em batelada, quatro fases principais
podem ser observadas: fase de laténcia, fase de crescimento
exponencial, fase estacionaria e fase de morte. Na fase de laténcia
inexiste crescimento significativo, é um periodo de adaptacdo do
microorganismo. Na fase de crescimento exponencial a biomassa
aumenta exponencialmente e a velocidade de crescimento é maxima. A
fase estacionaria ocorre quando a biomassa permanece constante,
devido a concentracdo do substrato ser insuficiente ou a inibicdo por
algum produto. E, finalmente, a fase de morte, onde ocorre uma
diminuicdo no numero de células vivas (PIRT, 1975; BAILEY & OLLIS,
1986).

O crescimento microbiano €, geralmente, caracterizado pelo
tempo necesséario a duplicacdo da massa celular ou do numero de

células, os quais ndo sdo necessariamente iguais, pois a massa celular
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pode aumentar sem gque ocorra 0 aumento no numero de células. O
crescimento microbiano é um processo de conversdao em que O0S
nutrientes sao transformados em massa celular. Este processo pode ser
guantificado pelo coeficiente de rendimento, que é expresso pela massa
de células formada por unidade de massa do nutriente (GOUVEIA,

1997).

A modelagem cinética tem como objetivo ordenar os dados
experimentais de forma a expressar os resultados de forma clara e

conclusiva (SINCLAIR & CANTERO, 1990).

Com o objetivo de simplificar a resolugcdo do processo, algumas
consideracdes sdo adotadas na modelagem cinética: despreza-se a
existéncia de individuos de idades e metabolismos diferentes, ou seja,
considera-se uma célula média; admite-se a hipétese do crescimento
balanceado, sendo o meio de cultura formulado contendo todos os
componentes em excesso, exceto o substrato limitante do crescimento.

O modelo, portanto, € ndo segregado e ndo estruturado (BAILEY &

OLLIS, 1986).

O método de classificar as reac¢des depende do numero e tipos de
fases do sistema ou, em alguns casos, dos compartimentos envolvidos.
A fase é uma parte do sistema, que é uniforme, quimicamente e

fisicamente. A reacado é dita homogénea quando é efetivada em uma so
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fase. A reacdo é heterogénea quando ocorre, no minimo, duas fases.
Desta forma, todas as reac¢des microbiolégicas sao heterogéneas, visto
gue a biomassa se constitui numa fase soélida e o substrato na fase
liquida. No sistema reacional heterogéneo, tais como biofilmes, os
reagentes sao transportados de uma fase para outra, e a taxa de
transporte de massa pode controlar toda a taxa do processo. Os
processos mais lentos da série sdo determinantes sobre a taxa total

(CHARRACKLIS & MARSHALL, 1990).

A conversdo bioquimica difere da conversao quimica de diversas

maneiras (CHARRACKLIS & MARSHALL, 1990):

§ As reacfes microbioldgicas sdo geralmente irreversiveis, estando o
ponto final estequiométrico relacionado geralmente ao consumo total
de um dos reagentes. Desta forma, o estado de equilibrio é

considerado trivial sob o ponto de vista do microorganismo;

§ Todas as reacdes microbianas ocorrem em duas fases, no minimo,

(sélida e liquida), portanto sdo heterogéneas;

§ Baixas concentracfes de reagentes e produtos, em adicdo as
caracteristicas heterogéneas acima mencionadas, tém como
consequéncia o aumento potencial das limitagdes de transferéncia de

massa,
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§ As reacdes microbianas, frequentemente representadas por equacdes

estequiométricas, consistem de uma cadeia de reacfes enziméaticas;

§ As reagbOes sdo, geralmente, autocataliticas, isto &, biomassa e

enzimas relacionadas aumentam a medida que a reacdo progride;

8§ A biomassa apresenta uma estrutura que influencia as reagdes

cinéticas e estequiométricas.

2.7. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

A esséncia de um bom planejamento consiste em projetar um
experimento de maneira que ele seja capaz de fornecer as informacoes

gue necessitamos (BARROS NETO et al., 1995).

Nos planejamentos fatoriais demonstrou-se que todos os fatores
de interesse poderiam variar simultaneamente e seus efeitos individuais
e interacdes poderiam ser estimados por um tratamento matematico

(DEMING & MORGAN, 1987).

Os planejamentos fatoriais a dois niveis sdo de grande
importancia, pois necessitam de uma base experimental reduzida,
indicando as maiores tendéncias e determinando a diregcdo para a

experimentacdo (BOX et al.,, 1978; BARROS NETO et al.,, 1995).
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Atualmente, esta ferramenta tem sido usada de forma marcante para os

processos quimicos e bioquimicos com grande sucesso.

O primeiro passo é determinar quais os fatores e respostas de um
sistema em um planejamento experimental. Os fatores s8o as variaveis
controladas pelo experimentador que deve selecionar um numero fixo
de niveis para cada fator e realizar os experimentos em todas as
possiveis combinac¢des dos niveis. Um planejamento fatorial envolvendo
trés fatores com cada um variando em dois niveis (superior e inferior) é
chamado de um fatorial 23, onde todas as possiveis combinacfes dos
niveis e fatores escolhidos estdo presentes no planejamento

experimental (BOX et al., 1978).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MICROORGANISMO

3.1.1. IDENTIFICAGCAO

O microorganismo utilizado nos ensaios experimentais, a bactéria
Zoogloea sp., isolada no ano de 1990, no Laboratério de Microbiologia
Industrial da Estacdo Experimental de Cana-de-AcgUcar do Carpina, da
Universidade Federal Rural de Pernambuco. A identificacdo do
microorganismo foi realizada pelo Professor José Otamar Falcdo de
Moraes, do Departamento de Antibidticos, da Universidade Federal de

Pernambuco, em 1994, mantido sob refrigeracéo a 4°C.

3.1.2. ETAPAS DO CULTIVO DO MICROORGANISMO

a) Meio para Manutencéao da Cultura

A cultura original do microorganismo do género Zoogloea sp. foi

mantida em meio GLP, composto, em g/L, de: glicose (20,0); extrato de

levedura (5,0); peptona (3,0); agar (15,0) e pH ajustado para 6,8.
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b) Meios para Propagacéo Celular

Nos estudos preliminares, visando a producdo de
exopolissacarideos via propagacdo da Zoogloea sp. em melaco, foi
utilizado o meio de cultivo MCL (ARAUJO, 1985), composto, em g/L, de
peptona (10,0); extrato de levedura (10,0); fosfato di-basico de potassio

(0,5); glicose (20,0) e agar (20,0).

c) Preparacéo do In6culo

Experimentos preliminares foram realizados com o objetivo de
verificar a relacdo técnico-operacional: inoculo/substrato, sendo
definida a proporcao de 20% (V/V) de in6culo em suspenséo, preparado
com melaco de cana-de-agUcar e cultivado nas seguintes condigdes:

°Brix = 15, pH = 5,5 e T = 30°C e, sem agitacao, por 240 horas.

Para obtencdo do indéculo, o microorganismo foi cultivado em 5

litros de substrato de melago, apresentando peso seco correspondente a

3,67 g/L.

3.2. PRODUGAO DE EXOPOLISSACARIDEO

Os estudos foram realizados em duas etapas quanto a sua

metodologia:
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3.2.1. ETAPA I

Nesta etapa, com o objetivo de se determinar as condigles
otimizadas de conversao do substrato em exopolissacarideo, foram

executados ensaios utilizando-se um planejamento fatorial 23.

As trés varidveis investigadas, temperatura (°C), pH inicial e
concentracdo de solidos soltveis (°Brix), foram estudadas em dois niveis
de fatores representados por ( - ) para o baixo nivel e ( +) para o nivel
alto, de acordo com o planejamento experimental explicitado na Tabela

2e3.

Tabela 2. Planejamento experimental considerando os fatores pH, T (°C)
e °Brix e os niveis (- ) e (+).

FATORES NIVEIS
- +
°Brix 10 15
pH 4.5 6,0
T (°C) 30 35

Com base nos fatores e niveis, foi realizada a matriz de

planejamento fatorial 23 (Tabela 3).
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Tabela 3. Matriz de planejamento fatorial 23 levando em consideracdo os
fatores pH, T (°C), °Brix e os niveis (-) e ( +).

ENSAIO °Brix pH T°C
2 - + -
3 - - +
4 - + +
5 + - -
6 + + -
7 + - +
8 + + +

As fermentacdes foram conduzidas em frascos de Erlenmeyer de

250 mL, contendo 120 mL de substrato e 30 mL de suspensado durante

o periodo de 18 dias.

O substrato utilizado nos ensaios, o0 melago de cana-de-acucar foi

fornecido pela unidade industrial

Usina Petribu,

localizada no

municipio de Lagoa de Itaenga — PE. Na Tabela 4, a seguir, verifica-se a

composicado do melaco utilizado nos experimentos.

Tabela 4. Composi¢cédo do melago — Usina Petribu - PE.

CONSTITUINTE

% (Méassica)

Substéancia seca

Sacarose

Acucares Redutores Livres
Acucares Redutores Totais
Cinzas (600°C)

81,00
36,57
19,96
57,39
9,69
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Foram inoculados 144 frascos correspondentes a 36 frascos de
Erlenmeyer para cada tratamento: A (°Brix = 10; pH = 4,5; T = 30°C); B
(°Brix = 10; pH = 6,0; T = 30°C); C (°Brix = 15; pH = 4,5; T = 35°C) e D
(°Brix = 15; pH = 6,0; T = 35°C), conforme a Figura 2, levando em

consideracao o periodo do estudo e as amostras coletadas em duplicata.

A correcdo do mosto, para os pH definidos no planejamento
experimental, foi realizada com soluc¢des de acido sulfurico e hidréxido

de sé6dio, ambas a 2,5M.

O
In6culo
pH = 3,5
30 mL 30 mL 30mL 30 mL
A Brix = 10 B Brix = 10 °Brix =15 D °Brix = 15
pH=4,5 pH =6,0 pH=4,5 pH =6,0
T = 30°C T = 30°C T = 35°C T = 35°C

Figura 2. Esquema dos ensaios referentes a etapa I.
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Todos os pontos de amostragem dos ensaios foram realizados em
duplicata e as determinacdes analiticas do substrato, microorganismo e
produtos, foram analisados nos intervalos de 0, 2, 4, 7, 9, 11, 14, 16 e

18 dias consecutivos, apos inoculagdo do meio.

O meio contendo substrato de melaco foi ajustado o seu Brix
conforme planejamento experimental, em seguida, autoclavado a 120°C
por 20 minutos. Apds resfriamento, o substrato foi inoculado com a
cultura do género Zoogloea sp. e mantido sem agitagéo, em estufas de

cultura calibradas a 30°C e a 35°C.

3.2.2. ETAPA II

Os experimentos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 250
mL, em repouso, em triplicata, de acordo com as condic¢des otimizadas
(°Brix = 10; pH = 4,5; T = 30°C) de maxima conversdo substrato-
exopolissacarideo, definidas pelo planejamento fatorial 23. As amostras
foram retiradas no inicio e apé6s O, 2, 4, 7, 9, 11, 14, 16 e 18 dias de
fermentacéo, e feitas determinacdes de biomassa celular, AcuUcares
Redutores Totais e peso do exopolissacarideo produzido. O indculo foi

obtido de acordo com a metodologia utilizada na etapa I.
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3.3. ACOMPANHAMENTO DA FERMENTACAO

Em todas as etapas do processo fermentativo, desde o inicio dos
ensaios até sua conclusdo, foram retiradas amostras para a

determinacgao dos seguintes parametros:

§ %S0olidos Soluveis Totais — O teor dos sélidos sollveis totais foi
determinado por Refratbmetro digital marca Acatec modelo RDA

8.500.

§ %A Acucares Redutores Livres e AcUcares Redutores Totais — Os
Acucares Redutores Livres e Totais foram determinados utilizando-se

a metodologia de EYNON & LANE (ICUMSA, 1994).

§ Biomassa - A dosagem de biomassa foi realizada através da
metodologia do peso seco. O mosto fermentado foi centrifugado,
lavado, seco em estufa mantida a 98°C durante 48 horas e pesado

em balanca analitica (VASCONCELOS, 1987).

8§ Medidas de pH - As medidas de pH das amostras foram realizadas

em potencidometro digital marca Digimed modelo DMPH-2.
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3.4. OBTENCAO DO EXOPOLISSACARIDEO

As amostras do exopolissacarideo, obtidas durante o crescimento
da Zoogloea sp. em melaco, foram retiradas dos frascos, posteriormente
lavadas com &gua destilada, secas em estufa a 45°C e pesadas. Nos
ensaios de caracterizacao fisico-quimica da tracdo mecanica, da fuséo e
da morfologia, o material foi tratado com solucao de hipoclorito de sédio

a 5% para eliminacdo dos aguUcares residuais.

3.5. ESTUDOS ESTATISTICOS

Nos estudos estatisticos foi empregado o programa MatLab 4.0,

usando os dados oriundos do planejamento experimental 23.

3.6. CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS

3.6.1. COMPOSICAO QUIMICA DO EXOPOLISSACARIDEO E

SOLUBILIDADE

Os estudos iniciais de caracterizacdo quimica foram realizados no
Laboratdrio de Biotecnologia, Grupo de Carboidratos e Proteinas da
University of Birmingham, UK, utilizando, para solubilidade do

material, a agua e o acido trifluoroacético 2M e 12,85M.
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Nas fracbes solaveis foram determinadas as composicdes
guimicas dos polissacarideos, utilizando cromatografia liquida de alta
resolucédo, sistema Dionex DX-500 composto por bomba modelo GP 40 e
detetor eletroquimico Dionex ED 40. As colunas analiticas utilizadas

foram da Carbopac PA1 de 250 x 4,0 mm ID e 50 x 4,0 mm ID.

3.6.2. ENSAIOS DE FUSAO - DSC

Nos testes para se determinar a temperatura de fusdo foi
empregado o método de calorimetria diferencial exploratéria — DSC

(ARGOLO, 2002).

3.6.3. ENSAIOS DE TRACAO MECANICA

Os testes de tracdo foram realizados na empresa Petroflex
Indudstria e Comércio S/A Pernambuco, no equipamento eletromecanico
Extensometer de marca Instron e modelo 4400, onde foram
especificados a espessura, carga na ruptura (kN), tensdo na ruptura

(MPa) e alongamento na ruptura (%).

3.6.4. ANALISE MORFOLOGICA DO EXOPOLISSACARIDEO

Imagens do exopolissacarideo foram realizadas pela técnica de

microscopia eletrénica de varredura com ampliacdo de 2.000 ate
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10.000X pelo “Laboratoire des Sciences du Génie Chimique”, Nancy,
Franca, com o objetivo de estimar a distribuicdo de tamanhos e o

tamanho médio dos poros do exopolissacarideo.
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4. RESULTADOS EXPERIMENTAIS E DISCUSSOES

No presente capitulo s&8o apresentados o0s resultados
experimentais obtidos em duas etapas sucessivas do trabalho. A
primeira etapa consiste essencialmente na avaliagdo dos efeitos das
variaveis significativas do processo reacional de conversado do substrato
em exopolissacarideos, apos 18 dias de experimentacao, aplicando-se o
planejamento fatorial 23. Nesta etapa foram realizados experimentos
visando a producéo de polissacarideos extracelulares a partir do melaco
da cana-de-acucar em presenca da bactéria Zoogloea sp., sendo
estimados os efeitos de trés parametros essenciais: temperatura, pH e
°Brix. Também foram avaliados nos ensaios os comportamentos do
crescimento celular, do consumo dos acgucares redutores livres e do pH.
Na segunda etapa foram quantificados os valores de ART, massa celular
e do exopolissacarideo, obtidos em condi¢Bes operacionais otimizadas,
identificadas na primeira etapa deste trabalho. Foram também
realizados testes preliminares visando avaliar as caracteristicas fisicas e
guimicas dos filmes de exopolissacarideo produzidos, no que concerne
as propriedades mecéanicas, composicdo e solubilidade, temperatura de

fusé@o e morfologia dos biofilmes sintetizados.
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4.1. AVALIACAO DA MASSA DE EXOPOLISSACARIDEO PRODUZIDO

- ETAPA |

4.1.1. ESTUDO PARAMETRICO

A determinacdo das condi¢cbes operacionais de pH, de
temperatura e de °Brix, visando a obtencdo de maxima conversdo de
substrato em massa de exopolissacarideo, foi efetuada de acordo com a
metodologia desenvolvida no item 3.2, onde se aplicou o planejamento

fatorial 23.

Os resultados experimentais obtidos encontram-se na Tabela 5,
ressaltando-se que todos os valores sdo médios obtidos de duplicata e

que o tempo experimental foi de 18 dias.

Tabela 5. Massa de exopolissacarideo (g) obtida no periodo do 9° ao 18°
dia a partir do planejamento fatorial 23.

\Qsmo 1 2 3 4 5 6 7 8
DIA

90 1,530 nd* 2,810 3,100 nd* nd* nd* nd*
110 1,780 2,200 2,910 3,520 1,010 nd* nd* 1,610
14° 4,230 4,100 3,020 4,210 1,630 2,010 0,310 1,740
16° 5,500 5,200 4,060 4,530 1,630 3,220 0,910 1,910
18¢ 6,510 5,200 4,100 4,650 3,210 3,360 1,810 2,830

* nd = nao determinado
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Verifica-se que os ensaios 1 (°Brix = 10, pH = 4,5 e T = 30°C), 3
°Brix = 10, pH =45 e T =35°C e 4 (°Brix = 10, pH =6 e T = 35°C
apresentaram formacéao polimérica a partir do nono dia, diferentemente
dos demais que, em alguns casos, s6 apés o décimo primeiro dia foi

possivel determinar a massa de exopolissacarideo.

Comparando-se os resultados obtidos, fica evidenciado que o
ensaio 1, °Brix = 10, pH = 4,5 e T = 30°C, apresentou a maior conversao
substrato — exopolissacarideo apds o tempo de 18 dias consecutivos de
experimentacdo, de 6,510 g, diferentemente para o ensaio 7, °Brix =

10, pH =6 e T = 35°C, onde se verificou o menor valor, de 1,810 g.

4.1.2. AVALIACAO DOS EFEITOS PRINCIPAIS E DE INTERACOES

A Tabela 6 resume os resultados do planejamento fatorial 23

relativo a producado de exopolissacarideos obtidos nos oito ensaios apos

18 dias de experimentacao, sendo cada ensaio realizado em duplicata.
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Tabela 6. Resultados para o planejamento fatorial 23, com valores das
repeticdes 1 e 2 e meédias relativas a massa de exopolissacarideos nos
oito ensaios, apos 18 dias de experimentacao.

MASSA DE EXOPOLISSACARIDEO (g)

Ensaio pH T ©°Brix Rep.1 Rep. 2 Média

1 4,5 30 10 6,37 6,65 6,51
2 6,0 30 10 5,50 4,90 5,20
3 4,5 35 10 3,95 4,25 4,10
4 6,0 35 10 5,06 4,24 4,65
5 4,5 30 15 3,29 3,13 3,21
6 6,0 30 15 3,41 3,31 3,36
7 4,5 35 15 1,02 2,60 1,81
8 6,0 35 15 2,65 3,01 2,83

Utilizando o algoritmo de BARROS NETO et al. (1995) e o
programa Matlab, os efeitos principais e de interagdes foram calculados
como pode ser observado na Tabela 7, que contém a média global, os
efeitos principais e de interagbes com seus respectivos erros padréo.
Aplicando a significancia estatistica f para 8 graus de liberdade e 95%
de confianca (t / teste de Student = 2,306) obtém-se o valor f X S =

0,567, sendo S o erro padréo avaliado a + 0,246.

Comparando os valores dos efeitos com o encontrado no teste-t,

verifica-se que os efeitos principais envolvendo o pH e temperatura e a
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interacdo entre os fatores °Brix e pH foram estatisticamente

significativos.

Tabela 7. Efeitos calculados para o planejamento fatorial 23 e seus
erros.

Média 3,959 + 0,123

Efeitos Principais

(1) pH -1,223 + 0,246
(2) Temperatura -2,313 *+ 0,246
(3) °Brix 0,103 + 0,246

Interacéo de Fatores

12 0,25750 + 0,246
13 0,68250 + 0,246
2 3 0,48250 *+ 0,246
123 -0,24750 *+ 0,246

Os dados experimentais permitem definir o modelo estatistico

experimental com 94,09% de variancia, expressa pela equagéo seguinte:

Y = 3,956 - 0,611 pH - 1,156 T + 0,341 °Brix.pH (1)

A interpretacdo geométrica dos efeitos das variaveis X1 (pH), X2

(temperatura) Xz (°Brix) do planejamento fatorial 22 estdo representados

por um cubo (Figura 3).
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4,65
2,83
1 4,10 1,81
Temperatura 52
°C 3,36
6,51 5,21 1
-1 -1 pH
-1 °Brix 1

Figura 3. Representacdo geométrica das variadveis X1 (pH), X2
(temperatura) e Xz ((°Brix) do planejamento fatorial 23.

Nos resultados obtidos, relativos ao planejamento fatorial,
observa-se que os efeitos da temperatura e do pH sao fatores
importantes que influenciam aumentando o grau de polimerizagéao,
enquanto a interacdo pH e °Brix tende a aumentar a massa de

polissacarideos sintetizados.

4.2. AVALIAGAO DA BIOMASSA

Os resultados obtidos na avaliagdo da massa celular (g/L),

correspondentes aos ensaios do planejamento fatorial 23, estao listados

na Tabela 8.
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Tabela 8. Concentracgéo celular (g/L) obtida nos 8 ensaios pertencentes
ao planejamento fatorial 23.

ENSAIO 1 2 3 4 5 6 7 8
DIA
0 1,000 0,935 0,943 0,854 1,000 0,935 0,943 0,853
2° 1,000 1,601 1,276 1,853 1,000 1,601 1,943 1,853
40 1,000 1,601 1,276 1,853 1,000 1,935 2,276 1,853
7° 2,000 2,268 1,943 2,853 1,667 2,268 2,276 4,187
90 2,333 2,601 1,943 3,187 2,000 3,268 2,276 4,520
11° 2,333 2,935 2,610 3,853 3,333 3,268 4,276 4,853
140 2,000 2,601 2,943 1,853 2,333 3,268 3,610 2,520
16° 1,000 2,601 1,943 1,853 2,011 1,268 3,276 2,187
18° 1,000 1,935 0,943 1,520 1,000 1,268 2,276 1,950

Observa-se nos ensaios 1 e 5, ambos com valores iguais para o

pH = 4,5 e T = 30°C, periodo maior de adaptacdo do microorganismo

gquando comparados aos demais experimentos.

Ressalta-se que 0s ensaios 4, 7 e 8 apresentaram 0s maiores

valores de biomassa celular (g/L), e que os menores foram observados

nos ensaios 1, 3 e 5, apos 18 dias de experimentacao.

Apresenta-se nas Figuras 4 e 5, a distribuicdo da massa de

biomassa celular (g/L) em funcédo do tempo, respectivamente, para o0s

ensaios pH = 4,5 e pH = 6,0.
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Os baixos valores para concentracédo celular (g/L) verificados apés
16 dias de experimentacgdo, em todos o0s ensaios, estdo associados a

agregacao do microorganismo ao exopolissacarideo.

Massa Celular (a/L)

3,500
3,000 -
2,500 1 —=— Ensaio 7
2,000 ——Ensaio 5
1500 —— Ensaio 3

500 1 —e— Ensaio 1
1,000
0,500 A
0,000

0 2° 40 7° 90 11° 14° 16° 18°
Tempo (dia)

Figura 4. Dados de massa celular (g/L) para os tratamentos definidos
no planejamento fatorial 23, sendo pH = 4,5.

Massa Celular (g/L)

6,000

5,000 H

4,000 | —— Ensaio 4
—— Ensaio 2

SHEID 5 —— Ensaio 8

2,000 - —— Ensaio 6

1,000 -

0,000 1 1 1 1 1 1 1

0 20 4o 70 Qo 11° 14° 16° 18° Tempo (dia)

Figura 5. Dados de massa celular (g/L) para os tratamentos definidos
no planejamento fatorial 23, sendo pH = 6,0.
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4.3. QUANTIFICAGCAO DOS ACUCARES REDUTORES LIVRES

Os resultados experimentais obtidos para os AguUcares Redutores

Livres estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Valores dos Acucares Redutores Livres (g/L) obtidos nos 8
ensaios, conforme planejamento experimental 23.

ENSAIOS 1 2 3 4 5 6 7 8
DIA

2 303 3,14 132 187 292 3,57 128 1,61
4 2,73 3,13 096 1,74 287 3,25 0,70 1,16
7 269 3,11 0,69 1,18 2,10 2,82 0,56 1,14
9 253 3,09 053 1,16 1,83 2,58 0,54 1,14
11 250 254 050 084 1,75 2,14 0,51 0,79
14 2,42 254 050 082 1,67 1,63 0,47 0,78
16 2,12 2,44 049 0,74 166 1,32 0,46 0,78
18 1,53 2,44 049 0,72 1,62 1,19 0,46 0,78

Os teores de Acucares Redutores Livres, determinados ao longo
dos experimentos, apresentaram valores superiores para os ensaios 1,
2, 5 e 6, nos quais foi fixada a temperatura de 30°C, sendo registrado
gue no ensaio 2 (°Brix = 10, pH =6 e T = 30°C) o valor do teor de acucar

livre residual é superior aos observados nos demais ensaios.
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Para os ensaios 3, 4, 7, e 8, com temperatura fixada em 35°C,

foram observados os menores teores de AcUcares Redutores Livres.

Verifica-se, apés 18 dias de experimentacdo, valores residuais
significativos para o ARL (g/L), especialmente para o ensaio 2 (°Brix =

10, pH = 6,0 e T = 30°C).

4.4. COMPORTAMENTO DO pH DURANTE O PROCESSO

REACIONAL

A variacdo do pH durante os ensaios do planejamento 23
encontra-se na Tabela 10. Verifica-se que em todos os casos analisados
0 microorganismo foi capaz de variar o valor do pH do meio para uma

faixa entre 3.3 e 3.8, durante os 18 dias de experimentacgao.

Tabela 10. Valores de pH observados conforme planejamento fatorial 23.

ENSAIO pH

DIA 1 2 3 4 5 6 7 8

0 4,5 6,0 4,5 6,0 4,5 6,0 4,5 6,0
2 3,9 4,0 3,8 4,0 4,0 4,1 3,8 4,0
4 3,8 4,0 3,7 3,9 4,0 4,1 3,8 4,0
7 3,7 3,9 3,5 3,9 3,7 4,0 3,5 4,0
9 3,7 3,7 3,5 3,8 3,7 4,0 3,5 3,8

11 3,6 3,5 3,5 3,8 3,5 3,7 3,5 3,8
14 3,5 3,5 3,4 3,8 3,5 3,7 3,5 3,8
16 3,5 3,5 3,4 3,6 3,5 3,7 3,4 3,8
18 3,5 3,5 3,3 3,6 3,5 3,7 3,3 3,8
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Observa-se os menores valores de pH (3,3) para os ensaios 3 e 7,
ambos executados com pH = 4,5 e T = 30°C. Para o experimento 8 (°Brix

=15, pH = 6,0, T = 35°C) verificou-se o indice mais elevado do pH (3,8).

4.5. AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE EXOPOLISSACARIDEO,
DE BIOMASSA E DE SUBSTRATO RESIDUAL EM CONDICOES

OTIMIZADAS - ETAPA II

Identificadas as condi¢cbes otimizadas de producdo do
exopolissacarideo (°Brix = 10, pH = 4,5 e T = 30°C), etapa |, foram
desenvolvidas nestas condi¢fes, etapa Il, experimentos de fermentacéo
em triplicata, objetivando disponibilizar dados precisos e reprodutivos
da concentracdo massica do biofilme produzido, da concentracdo da
massa celular e do teor de acgUcares redutores totais (ART) para

modelagem cinética da biorreacao.

Na Tabela 11 encontram-se resumidos o0s resultados dos
experimentos realizados nas condi¢des otimizadas (°Brix = 10; pH = 4,5
e T = 30°C) para a biomassa (g/L), substrato (g/L) e exopolissacarideo
(9/L). Ap6s 18 dias de processo, a bioconversdo foi de 76,8%, em
relacdo a concentragédo inicial do substrato em ART (g/L) para o

produto, e de substrato em biomassa correspondeu a 2,4%.

Os valores experimentais para a biomassa (g/L) foram

significativamente reduzidos ap6és o0 décimo sexto dia de
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experimentacdo, provavelmente em funcdo da agregacdo do

microorganismo ao exopolissacarideo e da fase de morte celular.

O substrato residual, expresso em ART (g/L), apresentou valor
correspondente a 16,53 (g/L) representando 23,17% em relagdo a

concentracao inicial.

Na Figura 6 estdo plotados os dados experimentais para o
substrato (g/L), exopolissacarideo (g/L) e massa celular (g/L), cujos

valores sdo médias de 3 réplicas.

Tabela 11. Resultados obtidos (g/L) a partir da condicdo otimizada
(°Brix = 10; pH = 4,5 e T = 30°C) para massa celular, substrato e
exopolissacarideo produzido.

TEMPO (DIAS) BIOMASSA SUBSTRATO EXOPOLISSACARIDEO

(9/L) ART (g/L) (9/L)
0 1,02 71,33 0
2 1,08 67,33 0
4 1,38 67,13 0
7 2,11 65,00 6,73
9 2,38 50,20 11,20
11 2,34 40,80 13,20
14 2,10 29,00 25,40
16 1,06 18,13 35,33
18 1,06 16,53 42,07
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Concentracao (g/L)

—¢—Biomassa x 10 (g/L)
—8—ART (g/L)
—A— Biopolimero (g/L)

20 Tempo (dia)

Figura 6. Substrato (ART g/L), exopolissacarideos (g/L) e biomassa
(9/L), na condicao otimizada de maxima conversdo (°Brix = 10; pH =
4.,5; T = 30°C).

4.6. CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DO

EXOPOLISSACARIDEO

4.6.1. COMPOSICAO QUIMICA E SOLUBILIDADE DO

EXOPOLISSACARIDEO

O material produzido pela propagacao da bactéria Zoogloea sp. em
melagco com 5,62% de umidade, apresentou os seguintes parametros de

solubilidade (Tabela 12).
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Tabela 12. Parametros de solubilidade do exopolissacarideo, utilizando
a agua e o acido trifluoroacético.

SOLUBILIDADE %

Solavel H20 17,9
Soluvel TFA 72,2
Insoltvel 9,9

Os principais monossacarideos na fracdo soltvel foram: glicose
(87,6%); xilose (8,6%); manose (0,8%); ribose (1,7%); galactose (0,1%);

arabinose (0,4%) e o 4cido glucurdnico (0,8%).

Com o objetivo de reduzir os acgucares soluveis, conferir maior
resisténcia, preservardo as caracteristicas fisico-quimicas dos periodos
prolongados de estocagem, acondicionamento, esterilidade e agregar
maior biocompatibilidade para aplicacdes nas areas de medicina, sub-
areas de cirurgia clinica e experimental, foram introduzidos tratamentos
no material original com &gua destilada, hipoclorito de sédio (5%),

glutaraldeido (0,6%), alcool etilico (90%) e cloreto de sodio (0,9%).

4.6.2. ENSAIOS DE FUSAO - DSC

Nos testes realizados de calorimetria diferencial exploratdria -

DSC, o exopolissacarideo apresentou apenas uma temperatura de fusao
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cristalina bem definida Tms de 118°C (ARGOLO, 2002), conforme a

Figura 7, a seguir.

BIOPOLIMERO

2
0
2
4
6-
81
101

Fluxo de calor callg

-12

-14 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
200 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Temperatura (°C)

Figura 7. Termograma do exopolissacarideo.

4.6.3. TESTES PRELIMINARES DE TRAGAO MECANICA

Na Tabela 13 estdo especificados os resultados médios obtidos

para o exopolissacarideo nos itens técnicos relacionados a espessura,

carga, tensado e alongamento de ruptura.
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Tabela 13. Teste de tracdo mecanica realizado no exopolissacarideo.

TESTE RESULTADOS
Espessura 0,08 (mm)
Carga na ruptura 0,01 (kN)
Tensédo de ruptura 30,9 (MPa)
Alongamento na ruptura 236 (%)

4.6.4. ANALISE MORFOLOGICA DO EXOPOLISSACARIDEO

Observa-se nas Figuras 8 e 9 de maior ampliagdo que o aumento
Nno microscopio eletrénico de varredura provocou uma deformacédo e
fragmentacdo do exopolissacarideo, nédo sendo possivel obter as
informacgdes sobre os poros. Entretanto, utilizando-se o programa Paint
Shop Pro e a maior ampliacdo 10.000X verificou-se que 0S mesmos

possuem diametros inferiores a 1 nm, tendo aproximadamente 0,07 mm.

Desta forma, o método mostrou-se incapaz de determinar com

exatiddo o tamanho dos poros, sendo indicada a técnica da

porozimetria.
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Figura 8. Imagens do exopolissacarideo por técnica de microscopia
eletrénica de varredura.

Figura 9. Analise morfoloégica do exopolissacarideo realizada em
microscopia eletronica de verredura.
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5. MODELAGEM CINETICA

5.1. AVALIACAO DOS PARAMETROS DO PROCESSO REACIONAL

DE PRODUCAO DO EXOPOLISSACARIDEO

Os parametros cinéticos foram determinados aplicando-se
técnicas de otimizacdo, com o objetivo de reduzir o desvio entre as
curvas obtidas pelos experimentos em batelada e as curvas tedricas
baseadas nos modelos de Monod e Tessier, para representar a cinética

de crescimento dos microorganismos.

O método de otimizagcdo adotado foi o “S.Q.P.” — Programacéao
Quadratica Sequencial, operacionalizado pelo programa nao linear do
Matlab 6.5, visando, a partir de uma estimativa inicial, direcionar as
variaveis para o nivel 6timo. Neste caso, a funcéo objetivo relaciona os
dados experimentais com os dados de simulagcdo da biomassa, de

substrato e produto.

Para a avaliagdo dos parametros do processo reacional de
producdo de exopolissacarideos foram consideradas as seguintes

hipoteses:

§ volume de controle estabelecido para a fase liquida;

§ volume constante, uniforme e homogéneo;
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§ formacdo de exopolissacarideos na fase liquida, por saturagcdo e
flotagc&o do produto por densidade;

§ sistema isotérmico (T = 30° C);

§ cinética de crescimento de microorganismo linear em relacdo a
concentracdo massica da biomassa,;

§ cinética de morte celular linear em relagdo a concentracdo da
biomassa;

§ cinética de consumo de substrato linear em relagcdo a concentracao
massica de biomassa;

§ cinética de manutencédo dos microorganismos linear em relagdo a
concentracédo da biomassa;

§ cinética de producdo de exopolissacarideos linear em relacdo a

concentracdo da biomassa.

O balanco de massa sobre a biomassa, substrato e produto

formado é expresso pelas trés equacdes abaixo:

Balanco de massa sobre a biomassa:

————————— = nX - KgX (2)
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Balanco de massa sobre o substrato:

ds
cmmmeem = - KX = K2X — K3X (3)
dt

Balango de massa sobre o produto:

--------- = KsX (4)

sendo:

X = concentracgédo de biomassa (g/L)

S = concentragao de substrato consumido (g/L)

P = concentracao de produto formado (g/L)

m = taxa de crescimento especifico (dia)

Ka = coeficiente de morte celular (dia-1)

K1 = coeficiente de consumo de substrato pela biomassa
K2 = coeficiente de manutencdo de biomassa (dia1)

Kz = coeficiente de producéo de exopolissacarideo

t = tempo de experimentacao (dia)

Foram testados dois modelos de crescimento celular para os
dados experimentais obtidos em condic¢des otimizadas (Tabela 13), quais

sejam:
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Modelo de Monod

M(S) = =-mmmemmmeee- (5)

Modelo de Tessier

m(S) m | 1-exp |- -------- (6)

sendo:
nmy = taxa de crescimento especifica maximo (dia1)

km = constante de Monod (g/L)
5.2. OTIMIZAGAO DE PARAMETROS
O ajuste de parametros do modelo tedrico consistiu em minimizar

uma funcdo quadratica que relacione pontos tedricos e experimentais,

expressa pela funcéo objetivo quadratica da forma.

Fo :éxi (Q_l)i XiT i=1LN (7)

pLp2,p3,....pm
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sendo:

pP1,p2,P3,...,Pm = variaveis de otimizacdo (parametros da equacdo de
balanco de massa);

xi = vetor erro para o componente i, dado por Concentracao tedrica -
Concentracgao experimental,

Qi = matriz de ponderacdo dos erros (matriz de covariancia dos dados

experimentais) para o componente i.

Temos, portanto, 3 componentes, N = 3 (biomassa, substrato e
biopolimero) e 9 pontos experimentais para cada componente. O inverso
da matriz de covariancia serve como ponderagdo para gue 0S erros

experimentais na fungao objetivo tenham a mesma ordem de grandeza.

Seja 0 modelo matematico do processo (biomassa, substrato e

produto), expresso pela equacao:

(~db S
——————— P1
dt
dC dC ds
--------- =1Cp) \ e = | el = P (®)
dt dt dt
dpP
_______ Pm
dt
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sendo:
C = vetor de concentragdes (C1, C2, C3)

p = vetor de parametros do modelo (P1, P2, ... Pm)

A funcéo objetiva quadratica Fo dada por:

Fo = é (Cteorico - Cexperimenta] )i (Q_l)i (Cteorico - Cexperimental )iT (9)
i=1,3

plL,p2,p3,....pm

As matrizes Q1, Q2 e Q3 sdo diagonais de ordem 9 x 9 da forma (K

=1,2e3)

€Q, 0 0 0 0O 0 0 0 O0u

é U

€0 0 Q, 0O 0O 0 0 0 o4

€0 0 0 Q, 0O 0 0 0 04

Q, =g o 0 0 0 Q; 0O o0 o0 o0U
' u

e0 0 O 0 0 Qe O 0 0y

g o 0O O O O 0 Q, 0 o 3

60 0 0O 0O O 0 0 Qg Ouy

€0 0 0 0 0 0 0 0 Q.

O algoritmo de otimizacg&o consistiu das seguintes etapas:

1) estabelecer os valores iniciais para os parametros da equacéao 9;
2) calcular os valores de Ci nos tempos referenciados na tabela;
3) calcular o vetor erroi = (Cteorico-Cexperimental)i, para cada componente;

4) construir a funcao objetivo quadratica Fo;
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5) entrar no procedimento de iteracdo da otimizacdo (método de
otimizag&ao);

6) obter os novos valores dos parametros;

7) efetuar um critério de parada;

8) para continuar, se necessario for, com a otimizacao, retornar para o

item 2.

Observa-se na Tabela 14 os pesos da ponderagdo da funcéo
objetivo Fo, considerando as condig¢des experimentais otimizadas (°Brix

=10; pH =4,5; T = 30°C) para a biomassa, substrato e produto.

Tabela 14. Pesos de ponderacdo da funcédo objetivo Fo, levando em
consideracao os dados experimentais (Tabela 11).

Pontos Biomassa  (Qi)1 Substrato (Q;). Exopolissacarideo (Qi)s
experimentais (g/L) (g/L) (g/L)
1 1,02 0,0001 71,33 0,1 0] 0,1
2 1,08 0,0001 67,33 0,1 0] 0,1
3 1,38 0,0001 67,13 0,1 0 0,1
4 2,11 0,0001 65,00 0,1 6,73 0,1
5 2,38 0,0001 50,20 0,1 11,20 0,1
6 2,34 0,0001 40,80 0,1 13,20 0,1
7 2,10 0,0001 29,00 0,1 25,40 0,1
8 1,06 0,0001 18,13 0,1 35,33 0,1
9 1,06 0,0001 16,53 0,1 42,07 0,1
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A partir de estimativas iniciais realizadas pelas equacdes de
Monod e Tessier, levando em consideracdo os limites inferiores e
superiores estabelecidos (ATKINSON & MAVITUNA, 1985) foram

calculados os parametros cinéticos expressos na Tabela 15.

Em face da agregacdo de células ao exopolissacarideo atribui-se
um parametro de desaparecimento celular — Kge € uma nova expresséo

para o balanco de massa sobre a biomassa, expressa pela equacgao:

--------- = X - KaX — KaX (10)

= I’T'X—(Kd—Ka)X

--------- = X — KdeX

Sendo:

m = taxa de crescimento especifico (dia1)

Ka = coeficiente de agregacéao celular ao exopolissacarideo (dia1)
Ka = coeficiente de morte celular (dia1)

Kde = Ka + Ka = coeficiente de desaparecimento celular (dia1)
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Tabela 15. Limites inferiores e superiores, valores 6timos para o0s
parametros cinéticos de my (dial), Km (97L), Ka (dial), K1, Kz (dial), Ks,
obtidos para os modelos de Monod e Tessier.

Parametro  Limite Limite Modelo de  Modelo de
(unidade) Inferior Superior Monod Tessier
m (dia-1) 0,001 10 4,249 4,187
Km (97L) 0,050 10 2,947 10,000
Kde (dia'l) 0,001 10 3,961 4,089
K1 0,001 5 0,001 0,395
Kz (dia?l) 0,001 10 1,630 0,001
Kz 0,001 2 0,264 0,263

Observa-se na Tabela 15 para os parametros cinéticos da taxa de
crescimento maximo - my (dial) e do coeficiente de desaparecimento
total de celulas - Kge (dia'l), em ambos os modelos estudados, Monod e

Tessier, grandezas de mesma ordem.

Este fato esta provavelmente relacionado a agregacdo das
bactérias ao exopolissacarideo formado, potencializando o valor do

coeficiente de morte celular - Kq (dia?t).

Verifica-se para os parametros cinéticos de no, Kge € K3 grandezas
idénticas quando comparados aos modelos de Monod e Tessier. Para os
valores de Km, nos métodos acima citados, observam-se variacdes
significativas. Para os parametros de Ki e Kz o0s valores obtidos

apresentaram grandezas diferentes e opostas.
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Os parametros cinéticos calculados para o modelo de Tessier
coincidiram com os limites superior e inferior do Km e Ka. Este
comportamento também foi observado, para o modelo de Monod, no
limite inferior para o coeficiente de consumo do substrato pela

biomassa Ki.

A Figura 10 (a, b e c) apresenta as comparacdes entre 0s
resultados experimentais e as simulagdes realizadas utilizando-se os

modelos de Monod e Tessier para a biomassa, substrato e produto.

0.8 H = Biomassa wonca Moned
= Biomassa beonca Tessier
W omasER axpeEnental

a 2 4 -] 8 10 12 14 16 18
wmpo (diss)
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Figura 10. Comparacdo entre o0s resultados experimentais nas
condi¢cdes otimizadas e as simulagfes utilizando-se os modelos de
Monod e Tessier.

a) Concentracdo de biomassa; b) Concentracdo de substrato; c)
Concentragao de produto.
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Observa-se na Figura 10 que nenhum dos modelos estudados
(Monod e Tessier) apresentou uma boa aproximacgdo dos resultados

experimentais otimizados.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho foram aplicadas, primeiramente etapa I, técnicas
de planejamento fatorial, na investigacao da influéncia de trés variaveis:
0 °Brix, o pH e a temperatura, na producdo de exopolissacarideo via
propagacdo celular da bactéria Zoogloea sp. em melaco de cana-de-
acucar. Os resultados experimentais obtidos apresentaram, para as
condi¢cbes de °Brix = 10, pH = 4,5 e T = 30°C, a maior conversao de

substato em exopolissacarideo.

Os dados experimentais desta etapa permitem definir o modelo
estatistico experimental com 94,09% de variancia expresso pela

equagao: Y = 3,956 - 0,611.pH - 1,156.T + 0,341.°Brix.pH.

A partir desta conclusdo foram realizados o0s ensaios
experimentais para a etapa Il nas condi¢des otimizadas em frascos de
Erlenmeyer, sem agitagcdo, e os dados experimentais modelados
segundo as Leis de Monod e Tessier. Os valores 6timos encontrados

para os parametros cinéticos foram os seguintes:
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Parametro Modelo de Monod Modelo de Tessier

m (dia-) 4,2496 4,1873
Km (g7/L) 2,9476 10,0000
Kde (dial) 3,9610 4,0896
K1 0,0010 0,3951
K2 (dial) 1,6305 0,0010
K3 0,2648 0,2632

Os paradmetros cinéticos de mp e Kde apresentam grandezas da
mesma ordem, em funcédo da agregacao de células ao exopolissacarideo
potencializando, nas condigbes experimentais estabelecidas, o
coeficiente de morte celular. Sugere-se a realizacdo de estudos

direcionados a cinética de agregacdo dos microorganismos.

Apos 18 dias de experimentacdo verificou-se uma taxa de
conversao de substrato ART em exopolissacarideo de 76,8%, e de

substrato em biomassa de 2,4%.

A solubilidade total do exopolissacarideo em agua (17,9%) e em
acido trifluoracético (72,2%) correspondeu a 90,1%, sendo constituida
esta fragdo soluvel dos monossacarideos: glicose (87,6%); xilose (8,6%);
manose (0,8%); ribose (1,7%); galactose (0,1%); arabinose (0,4%) e o

acido glucuroénico (0,8%).
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O exopolissacarideo apresentou temperatura de fuséo cristalina

bem definida de 118°C.

As especificacdes obtidas nos testes de tracdo mecénica foram as
seguintes: espessura (0,08 mm), carga de ruptura (0,01 kN), tensdo de

ruptura (30,9 MPa), alongamento na ruptura (236%).

A andlise morfolégica do exopolissacarideo por microscopia

eletronica de varredura revelou diametro de poros em torno de 0,07 nm.

Observa-se também que as curvas obtidas, segundo os modelos
de Monod e Tessier, para os parametros de biomassa, substrato e
produto, apresentaram  comportamento  semelhante, guando

comparados os dois modelos.

Os modelos estudados de Monod e Tessier ndo apresentaram uma
boa aproximacgédo dos resultados experimentais. Sugere-se a realizacdo
de estudos direcionados que levem em consideracdo o padrao cinético

de crescimento semi-associado.

Estudos experimentais estdo sendo desenvolvidos com o
exopolissacarideo produzido pela sintese do melaco via propagacao da
bactéria Zoogloea sp. na medicina veterinaria — Universidade Federal

Rural de Pernambuco — Hospital Veterinario, no tratamento de animais
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portadores de perdas cutaneas e, recentemente, nas areas de medicina
clinica e experimental e bioquimica — Nucleo de Cirurgia Experimental -
Universidade Federal de Pernambuco. Os resultados revelam grande
potencial do exopolissacarideo para uso nas diversas sub-areas da
cirurgia, tais como: cirurgia cardiovascular, angiologia, oftalmologia,
urologia, neurocirurgia, cirurgia geral, plasticas, otorrinolaringologia e
odontologia, além do emprego como suporte para cultura de tecidos
com vistas a transposi¢cdo, como também para fixacdo de ions, protons

e enzimas nas areas de quimica e bioquimica.
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ANEXO 1

INVENTORES:

1.

Nome: Virginia Medeiros Ferreira de Amorim

Qualificagdo: Técnica de laboratorio

Enderego: Av. Juscelino Kubstchek de Oliveira — Vila da UFRPE,
Casa 03, Bairro Nove ~ Carpina — PE
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Qualificagao: Auxiliar de laboratério
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Sebastido — Carpina — PE
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Nome: José Lamartine de Andrade Aguiar

Qualificagdo: Meédico

Enderego: Av. Beira Mar, 4220 — Apt® 1201, Piedade ~ Jahoatio dos
Guararapes - PE

CEP: 54.420-000 Telefone: (81) 3468-3367

Nome: Renato Dornelas Camara Neto

Qualificagao: Médico

Endere¢o: Rua Dom Jodo de Souza, 122 — Apt® 201, Madalena -
Recife — PE

CEPF: 50.610-070 Telefone: (81) 9875-5544

. Nome: Antonio Roberto de Barros Coelho

Qualificacdo: Médico
Endereco: Rua Galvao Raposo 234, Madalena - Recife — PE
CEP: 50.610-330 etdl Lrlzé,ézrsn 3227-0142

Nome: Salvador Vilarr_;
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11. Nome: Mohand Benachour
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12. Nome: Sérgio Lucena
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"Biomembranas produzidas a partir da sintese do melaco da cana-

de-acucar e de outros agUcares, via microorganismo Zooglea sp.,
para fins de aplicagdo nas areas de medicina clinica e experimental
e bioguimica.”

A presente invencdo refere-se a estruturas laminares com
espessuras variaveis, membrana constituida de um biopolimero,
produzida pela bactéria Zooglea sp., a partir do melaco da cana-de-
agticar e outros agucares. 7

Os setores de saude nas areas de medicina, sub-areas de
cirurgia clinica e experimental, sdo demandantes de materiais de
origem sintética e bioldgica para utilizagdo em enxertos e proteses.
Esses materiais podem ser aplicados nas diversas sub-areas da
cirurgia, tais como: cirurgia cardiovascular, angiologia, oftalmologia,
urologia, neurocirurgia, cirurgia geral, ptastica, otorrinolaringologia e
odontolcgia, além do emprego como suporte para cultura de tecidos
cem vistas a transposigdo, como também para fixagdo de jons,
prétons e enzimas nas areas de quimica e bioquimica.

Varias patentes ja foram depositadas, relativas as estruturas
sintéticas e biologicas como pericardio, dura-mater e vasos
sanguineos preservados.

As patentes referentes aos materiais sintéticos correspondem
a produtos de alta tecnologia de produgdo, © que onera
significativamente o produto final, além de exigir tecnologia
especifica para cada fim ou apiicagéo.

Os produtos de origem bioldgica, ja amplamente utilizados na

pratica clinica e experimen‘tala ewgem ainq% inovagdes no

CalE 4

tratamento, com a finalidade de pro bﬁ@al‘ o tem:po,i,de preservagéo,

agregar maior resisténcia e blotompatllp {l %d mnumumsncanmmmmu
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O produto descrito neste documento tem origem e
caracteristicas biologicas, como: estrutura quimica, elasticidade,
resisténcia e durabilidade que permitem a realizacédo de remendos
de veias e arterias, atrio cardiaco e pericardio em cirurgia
cardiovascular, drenagem de glaucoma e reparos de estruturas
cculares - em oftalmologia; préteses, reparos e técnicas de
expansao, em urologia; remendos e plasticas de estruturas cérebro-
raquianas, como dura-mater, €m neurocirurgia; reparos e fixacéo do
trato digestivo, em cirurgia gastrointestinal: reforgo de estruturas e
falhas de paredes organicas, como no tratamento das hérnias, em
cirurgia geral, confecg@o de proteses ligamentares, em traumato-
orfopedia; cirurgia corretiva de retracGes gengivares, em
odontoiogia; plastica de perfuragées do timpano, timpanoplastias
em cirurgia otorrinolaringolégica; proteses tubulares para implantes
de segmentos orgénicos como colédoco e eséfago, em cirurgia

gastroenteroidgica; e artéria e veia, em cirurgia vascular,

i)
=
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REIVINDICACAQ

. "Biomembranas produzidas a partir da sintese do melaco da

cana-de-aglcar e de outros aglcares, via microarganismo
Zooglea sp., para fins de aplicagéo nas areas de medicina
clinica e experimental e bioquimica.” Membrana de
biopolimero produzida pelo microorganismo Zooglea sp., a
partir de melago de cana-de-aglcar, & cdiistituida por
acgucares 84%, agua 5,6% e insoltiveis 8.9%.

A membrana, de acordo com & reivindicagdo 1, &
caracterizada por estrutura de agucar polimerizado com
extenséo e espessura variavel, elasticidade o iesisténcia
definida.

- As membranas de estrutura polimérica “in natura” com

agucares residuais do meio de cultura  apresentam
propriedades  adequadas para  utilizagdo clinica e
experimental.

As membranas caracterizadas na reivindicacdo 3 sio
desidratadas e no estado “in natura” séo acondicionadas em

embalagem hermética e esterilizadas em radiagdc gama,

. As membranas, de acordo com as reivindicagées 3 e 4, tém

propriedades fisico-quimicas de inbigde do zrescimento
bacteriano e s#o indicadas como curativos no tratamento de
feridas infectadas.

. As membranas descritas na reivindicacao 1 sido iratadas em

agua destilada para eliminar cs agucares reciduais

Pl ]

- As membranas hidratadas no processo de redugdo de

agucares residuais, reivindicagao 6, sio desidratadas em
alcool etilico em concentracio crescente, com esmolaridade
ajustada para 320 mOs com cloreto de sodio.
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8. Apods o tratamento descrito na reivindicagdo 6, as membranas
hidratadas sédo tratadas em glutaraldeido a 0,6% para agregar
maior resisténcia e estabilidade para utilizagbes clinicas
especificas. ‘

8. Apds o processo descrito na reivindicagdo 8, as membranas
sdo lavadas em agua destilada para reduzir o excesso de
glutaraldeido. |

10. As membranas hidratadas apos o tratamento dado na
reivindicagdo 9 sio desidratadas_? de acordo com a
reivindicagdo 7.. _ '

11, As membranas desidratadas pelo processo descrito nas
reivindicagtes 7 e 10 s&@o acondicionadas em alcool
isopropilico a 86% em envelopes herméticos em solugado
salina a 0,9% com a osmolaridade ajustada em 320 mOs com
cloreto de sédio.

12. Para a utilizagao clinica ou experimental, as membranas
acondicionadas de acordo com a reivindicagdo 11 sao
esterilizadas por meio de raios gama.

13. As membranas para as multiplas aplica¢ées na area de
sadde, no ambito clinico e experimental, podem ser moldadas
primariamente no processo de produgéo, em formas e
modelos para fins especificos.

14. Os modelos em forma plana pedem ser aplicados “in
natura”,- réivindicagtéo S cu ftratadas de acordo com a
reivindicagdo 12 para a utilizagdo em reforgo de parede
abdominal, corregdo cirdrgica de hérmas, contengdo visceral
nas deiscéncias e penitonite em cirurgia geral; remendos de
lesdes vasculares arteriais e venosas, atrio, ventriculo e

valvulas cardiacas em cirurgia cardiovascular, remendos de
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lesdes do trato gastro intestinal, eséfago, estdmago, intestino
delgado e coloretal em cirurgia gastroenterolégica; reparos de
lesbes cutdneas em cirurgia de queimados e plastica;
expansao de bexiga, plastica de ureter, plastica e corregéo de
fibrose peniana, suspensfic da jungdio uretro vesical na
incontinéncia urinaria pa cirurgia uro!égica; prétese dural em
cirurgia neurolagica; forro orbital e drenagem de glaucoma em
cirurgia oftalmoldgica: corregdo de :retragdo gengival em
odontologia; preenchimento de falhas“nc": celular subcutaneo
em cirurgia plastica; plastica de lesbes timpanicas,
timpanoplastia em cirurgia otorrinolaringologica; plastica de
ligamentos e tendes em cirurgia traumato-ortopédica.

Os modelos tubulares tratados de acordo com a
reivindicagdo 12 tém aplicabilidade na reconstrucdo de
estruturas organicas como esOfago e colédoco, em cirurgia
gastroenterolégica: reconstrugéo de segmentos de ureter e
uretra em cirurgia uroldgica; prétese, vascular, arterial e
venosa em cirurgia vascular.

As membranas planas tratadas na reivindicagido 12
podem ser utilizadas para suporte de cultura de tecidos “in
vitro” para transposicio “in vivo' e fixacdo de moléculas,

enzimas, ions e saijs para utilizagao fisice-quimica.
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RESUMO
‘Biomembranas produzidas a partir da sintese do melago da
cana-de-acuUcar e de ouiros agucares, via microorganismo Zooglea

Sp.. para fins de aplicagdo nas areas de inedicina clinica e

experimental e bioquimica.” As membranas foram inicialmente

lavadas em agua, tratadas com hipoclorito de sédio a 5%, fixadas

em glutaraldeido a 0,6% e desidratadas em alceol etilico a 90% e

100%. Para estdcagem, as membranas sdo acondicionadas em

alcool isopropilico a 86%, em envelopes de filme de polipropileno

rotuladas e seladas em seladoras termicas e{expostas a irradiagdo
gama para esterilizagdo, preservado todas as caracteristicas fisico-
quimicas. |

Os autores consideram o estudo da arte, biomembranas,

BIOME, propria para aplicagéo nas seguintes areas:

* Aplicagio fisico-quimica, como fixagdo de enzimas e particulas

solidas e idnicas;

Fixagcdo de células em meio de cultura, para transposicdo de

tecidos; ' | '

= Confecgdo de Iaminas e tubos para protese, em cirurgia
cardiolégica e vascuiar;

* Em cirurgia urcfégica. para corregao e plastica de pénis, ureter e
uretra, suspensdo e expansao de bexiga. Em cirurgia
gastroenterologica, expansio e protecdo de bolsas, reparos de
lesGes esofagicas, gastricas, intestinais e das vias biliares. Em
cirurgia oftalmolégica, descompressdo na drenagem de
glaucoma e forro orbital. Na cirurgia plastica, como
preenchimento de espagos e tratamento de queimados. Na
odontologia, no tratamento das retragbes gengivares. Na cirurgia
otorrinolaringoldgica para a plastica de timpano;
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* Laminas para corregéo de defeitos em estruturas organicas em
cirurgia geral e toraxica como correcdo e reforgo nas cirurgias

das hérnias;
= Tratamento de queimados e de feridas infectadas.
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